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Eine neu entwickelte Microchip-Plattform erlaubt die Durchführung von wirkungsbezogenen 
Bioassays mittels Transcriptomics-Analysen. Alle Bearbeitungsschritte erfolgen auf nutzer-
freundlichen Microchips mit herkömmlicher Laborausrüstung. Danach werden die hormon-
bedingten Veränderungen der Genexpression in einem portablen Scanner erfasst. 
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Zusammenfassung 
Der Begriff „-OMICS“ bezeichnet molekulare Verfahren für die systematische Analyse 
von DNA („Genomics“), RNA („Transcriptomics“), Proteinen („Proteomics“), Metabo-
liten („Metabolomics“) sowie anderen biologischen Bestandteilen (z.B. „Glycomics“, 
„Kinomics“). Im Bereich der Umwelttoxikologie eignen sich umfassende „-OMICS“-
Methoden besonders für die Aufklärung von Wirkmechanismen oder sie dienen der 
Entwicklung neuer Biomarker, die als Indikator für Expositions- beziehungsweise Be-
lastungslagen verwendet werden. Auch bei der Überwachung von potentiell gefährli-
chen Chemikalien würden „-OMICS“-Methoden einen grösseren Informationsgewinn 
liefern als herkömmliche Bioassays. Einer Anwendung für routinemässige Bestimmun-
gen scheinen allerdings die hohen Kosten und der beträchtliche Zeitaufwand im Wege 
zu stehen. Um trotzdem die Vorteile von Transcriptomics als toxikologisch relevantes 
Testverfahren zu nutzen, haben wir im Rahmen des Nationalen Forschungsprogramms 
50 „Hormonaktive Stoffe“ und des EU-Projektes „BioCop“ eine kostengünstige und 
nutzerfreundliche Alternative für den Umwelt- und Lebensmittelbereich entwickelt. 
Diese Transcriptomics-Plattform basiert auf einer neuartigen Microchip-Technologie, 
die ausser einem portablen Lesegerät keine besonderen Instrumente oder Laboreinrich-
tungen beansprucht. 
 
Einführung 
Die Leistung verschiedener Testsysteme 
für den Nachweis hormonaktiver Stoffe 
muss vor dem Hintergrund der speziellen 
biologischen Wirkungsweise dieser Che-
mikalien diskutiert werden. Viele hormon-
ähnliche Substanzen (auch „endocrine dis-
ruptors“ genannt) aktivieren Steroidhor-
mon-Rezeptoren und andere nukleäre Re-
zeptoren in Zellen der Zielorganismen. Die 
daraus entstehenden Rezeptorkomplexe 
steuern die Genexpression durch Bindung 
an selektive Erkennungssequenzen in so 
genannten Promoterregionen, die für die 
Genregulation verantwortlich sind. Durch 
umfassende Genomanalysen in menschli-
chen Brustkrebszellen konnten wir z.B. 
feststellen, dass bis zu 4% der ungefähr 
25'000 humanen Gene durch die Einwir-
kung östrogener Stoffe in ihrer Expressi-
onsaktivität signifikant verändert werden 
(Dip et al., 2009). 
 
Besonderheiten der nukleären Rezepto-
ren  
Vom beschriebenen Wirkmechanismus 
leiten sich folgende Grundsätze ab:  
1. Nicht die Rezeptorbindung an sich ist 
für eine Wirkungsentfaltung entscheidend, 
sondern in erster Linie die Transkriptions-
  
aktivität der daraus resultierenden Rezep-
torkomplexe. 
2. Dabei ist zu beachten, dass die nukleä-
ren Rezeptoren in Abhängigkeit zum ge-
bundenen Liganden weitere Faktoren (Ko-
aktivatoren, Korepressoren) rekrutieren, 
welche für die eigentliche Regulierung der 
Genaktivität zuständig sind. 
3. Es muss ferner die Tatsache berücksich-
tigt werden, dass in der Umwelt hormon-
aktive Substanzen immer als Gemische 
vorkommen, deren Komponenten sowohl 
additive als auch gegensätzliche (antago-
nistische) Wechselwirkungen entfalten. 
4. Eine weitere wichtige Besonderheit der 
biologischen Hormonantwort besteht dar-
in, dass die Promoterregion jedes einzel-
nen Gens aus verschiedenen regulatori-
schen Elementen zusammengesetzt ist, so 
dass die Wirkung von hormonaktiven Stof-
fen dem Einfluss weiterer endogenen oder 
exogenen Faktoren unterworfen ist. 
 
Ausgewählte Ergebnisse aus „-OMICS“-
Untersuchungen 
Im Rahmen des Nationalen Forschungs-
programms NFP50 haben wir Transcrip-
tomics-Methoden angewendet, um die Ef-
fekte von umweltrelevanten Stoffgemi-
schen auf die komplexen Genexpressions-
muster von humanen Zellen zu untersu-
chen. Dazu kamen die etablierten MCF7 
und T47D Brustkrebszellen zum Einsatz, 
die häufig als Modellsysteme für Östro-
gen- oder Xenoöstrogen-abhängige Krebs-
erkrankungen verwendet werden (Xeno-
östrogene sind Fremdstoffe mit östrogener 
Wirkung). Einige wichtige Erkenntnisse 
aus dieser Studie sind wie folgt zusam-
mengefasst. 
1. Multiple Signalwege. Eine möglichst 
globale Expressionsanalyse, welche im 
Idealfall alle 25'000 humane Gene umfasst, 
bietet den Vorteil, dass die Auswirkung 
multipler Signalwege gleichzeitig geprüft 
werden kann (Buterin et al., 2005). Zum 
Beispiel induziert ein Gemisch aus Östro-
genen und Dioxinen ein kombiniertes Ge-
nexpressionsmuster, welches die Aktivie-
rung sowohl von Östrogen- wie auch Di-
oxinrezeptoren widerspiegelt (Dip et al., 
2008). Acrylamid stimuliert die Expression 
von Schutzfaktoren, die toxische Radikale 
abfangen. Parallel führt die gleiche Sub-
stanz zur Aktivierung von Entzündungs-
faktoren, die im Gegenzug eine erhöhte 
Produktion von Sauerstoffradikalen her-
vorrufen (Clement et al., 2007). 
2. Rezeptorausstattung. Eine Östrogen- 
oder Xenoöstrogen-abhängige Wirkung 
auf die Genexpression resultiert aus dem 
molekularen Gegenspiel der zwei Östro-
genrezeptor-Subtypen α und β (Dip et al. 
2007). Dies ist von Bedeutung, weil die 
gängigsten Testsysteme praktisch nur Wir-
kungen erfassen, die über den Rezeptor-
Subtyp α vermittelt werden. MCF7- und 
T47D-Zellen, beispielsweise, enthalten 
  
hauptsächlich den Östrogenrezeptor α mit 
sehr geringen Mengen des Subtyps β. In 
diesen Zellen induzieren verschiedene Xe-
noöstrogene identische Veränderungen der 
Genexpression wie das endogene Hormon 
17β-Estradiol. Dies geschieht unabhängig 
davon, ob die geprüften Stoffe anthropo-
genen (Bisphenol-A, PCB54) oder natürli-
chen (Genistein, Daidzein, Coumestrol, 
etc.) Ursprungs sind  (Buterin et al. 2007). 
Dieses Bild ändert sich, wenn die gleichen 
Zellen dazu veranlasst werden, grössere 
Mengen des Östrogenrezeptors β zu pro-
duzieren. Zum Beispiel führt dann die 
stärkere Selektivität des Rezeptor-Subtyps 
β für Phytoöstrogene zu einem spezifische-
ren Expressionsmuster in der Gegenwart 
dieser natürlichen pflanzlichen Stoffe mit 
Östrogenwirkung. 
3. Unterschiedliche Empfindlichkeit der 
Promotorsequenzen. Eine weitere Beo-
bachtung aus unseren „-OMICS“-
Experimenten ist, dass einzelne Gene der 
getesteten Brustkrebszellen eine herausra-
gende Empfindlichkeit gegenüber östroge-
nen Effekten zeigen. Die Expression dieser 
besonders „sensiblen“ Gene wird sogar im 
tiefen Dosisbereich oder durch schwach 
östrogene Stoffe reguliert, auch wenn her-
kömmliche Testverfahren wie der ER-
CALUX keine Östrogenwirkung mehr an-
zeigen (Dip et al., 2009). 
4. Entgegengerichtete Regulierung. Ös-
trogenaktive Stoffe entfalten gegensätzli-
che Wirkungen auf die Zielgene: Ein Teil 
dieser Gene wird induziert, bei anderen 
wird die Expression reduziert. Beispiels-
weise führen östrogene Stoffe zur Unter-
drückung von Hemmfaktoren des Zellzyk-
lus, womit die Wirkung der gleichzeitig 
induzierten positiven Zellzyklusregulato-
ren potenziert wird. Allerdings sind die zur 
Verfügung stehenden Reporter-Systeme 
(YES, ER-CALUX, usw.) nicht dafür kon-
zipiert, negative Effekte auf die Transkrip-
tion einzelner Gene zu erfassen. 
5. Additivität auf Stufe des Genoms. Ei-
ne additive Wirkung östrogener Stoffgemi-
sche wirkt sich in zweifacher Hinsicht auf 
das Genexpressionsmuster aus. Erstens 
wird wie erwartet die Amplitude der ein-
zelnen Expressionsveränderungen gestei-
gert. Zweitens haben wir überraschender-
weise festgestellt, dass die additive Wech-
selwirkung von Stoffgemischen zu einer 
beträchtlichen Steigerung der Anzahl der 
betroffenen Gene führt. Daraus resultiert 
ein viel breiteres Expressionsmuster als 
dies von der Analyse der Einzelkomponen-
ten hätte vorausgesagt werden können. 
Diese zusätzliche Komplexität der biologi-
schen Antwort auf östrogene Einwirkun-
gen wird in herkömmlichen Reporter-
Systemen ebenfalls nicht erfasst (Dip et 
al., 2009). 
  
Vorteil von „-OMICS“-Untersuchungen 
Die hier erzielten Ergebnisse deuten darauf 
hin, dass die Datenlage entscheidend ver-
bessert werden könnte, wenn  vorhandene 
in vitro Bioassays mit einer  
„-OMICS“-Analyse kombiniert würden. 
Damit liessen sich wichtige zusätzliche 
Erkenntnisse gewinnen, die mit herkömm-
lichen wirkungsbezogenen Schnelltests 
nicht abgedeckt werden. Besonders hilf-
reich sind „-OMICS“-Analysen, um das 
Zusammenwirken von Stoffgemischen auf 
biologisch relevante Zielsysteme zu erfas-
sen. Dies ist für eine zuverlässige Risiko-
beurteilung und somit für die Vermeidung 
negativer Auswirkungen einer Belastung 
mit hormonaktiven Stoffen unerlässlich. 
Aus Kosten- und Zeitgründen sind jedoch 
globale „-OMICS“-Verfahren, wie z.B. 
eine umfassende Untersuchung der globa-
len Transkriptionsaktivität nicht routine-
mässig durchführbar, schon gar nicht im 
Rahmen eines langfristigen Überwa-
chungsprogramms. 
 
Die Microchip-Plattform 
Als Alternative zu globalen Transcripto-
mics-Analysen bietet das hier vorgestellte 
Microchip-Verfahren eine nutzerfreundli-
che Plattform für den Nachweis hormon-
bedingter Transkriptionseffekte. Östrogen-
aktive Stoffe bilden zur Zeit einen wichti-
gen Schwerpunkt, weil diese Chemikalien 
den Hauptbeitrag an die Hormonaktivität 
in Gewässern leisten. Das gleiche Test-
prinzip könnte jedoch auch für andere 
Hormonwirkungen angewendet werden. 
Wie in anderen wirkungsbezogenen Bioas-
says werden Zellkulturen mit dem zu prü-
fenden Stoff oder Extraktionsgemisch aus 
umwelt- sowie lebensmittelrelevanten Pro-
ben behandelt. Nach Inkubationszeiten von 
3-24 Stunden wird das zelluläre Reakti-
onsmuster auf Stufe der Transkription er-
fasst. Die hierfür verwendeten Microchips 
bestehen aus einem miniaturisierten 
Transcriptomics-Format, das mit bis zu 
156 DNA-Sonden bedruckt wird. Alle Be-
arbeitungsschritte werden mit gewohnten 
Laborgeräten durchgeführt. Zuerst werden 
aus dem RNA-Pool der untersuchten Zel-
len die ausgewählten Zielsequenzen ampli-
fiziert und mit einem Biotinrest markiert. 
Die Produkte dieser Amplifikationsreakti-
on werden direkt mit den DNA-Sequenzen 
auf dem Microchip hybridisiert und mit 
Hilfe einer einfachen Farbreaktion nach-
gewiesen. Schliesslich werden die Farbin-
tensitäten mit einem portablen Lesegerät 
gemessen und die daraus resultierenden 
Daten mit entsprechender Software norma-
lisiert (siehe www.clondiag.com für weite-
re Details). 
 
Das Wichtigste in Kürze 
Auf der hier vorgestellten Microchip-
Plattform  können Genexpressionsprofile 
mit einem verhältnismässig geringen Kos-
  
ten- und Zeitaufwand bestimmt werden. 
Ausser einem portablen Lesegerät ist keine 
spezielle Laborausrüstung notwendig. Da-
durch wird die Möglichkeit eröffnet, 
Transcriptomics-Analysen auch für die 
Bestimmung von rezeptorvermittelten 
Hormonwirkungen im Rahmen von Über-
wachungsprogrammen routinemässig ein-
zusetzen. Dies bietet den Vorteil, dass 
Hormoneffekte auf das physiologische Re-
gelwerk, welches die Genexpression steu-
ert, in toxikologisch relevanten Zielzellen 
nachgewiesen werden können. Der Mehr-
wert ist, dass in einem solchen „OMICS“-
Verfahren zusätzliche Daten gewonnen 
werden, die nicht nur dem wirkungsbezo-
genen Nachweis dienen, sondern auch die 
eigentliche toxikologische Beurteilung von 
hormonaktiven Stoffgemischen unterstüt-
zen. 
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